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論文内容要旨
 背景と目的
 再生不良性貧血は骨髄の低形成を伴う造血能の低下と末梢血液における汎血球減少を主徴とす
 る疾患群である。その多くは後天性であり,その発症メカニズムの詳細はいまだ不明な点が多い。
 近年,本態性再生不良性貧血の病態に関する多くの研究がなされ,免疫抑制療法による臨床的効
 果とあわせ,多くの再生不良性貧血は免疫学的機序による造血幹細胞の傷害に起因すると考えら
 れている。さらに,傷害を受けた造血幹細胞の多くがapoptosisに陥っていると報告され,再生
 不良性貧血の重症度とapoptosisの関連性も指摘されている。
 一方,一部の患者では免疫抑制療法に反応しない場合があり,本疾患における発症メカニズム
 の多様性が考えられる。近年,造血の初期段階に機能し,造血発生を制御する幾つかの転写因子
 が明らかになりつつある。これらの転写因子において,σ河㍑一2,河風1およびSCLは,多くの
 研究成果から造血発生だけではなく成体の造血においても必須であることが知られてきた。従っ
 て,造血幹細胞の増殖分化におけるこれらの転写因子の発現異常と再生不良性貧血などの骨髄機
 能不全との関連が推定される。そこで,本研究では再生不良性貧血症例の造血幹細胞を研究対象
 とし,上記の各転写因子の発現と本疾患の関連性を明らかにすることを目的とした。
方法
 1)培養細胞株は,HL-60,KG-1a,K562およびNALM-6を使用した。臨床検体としては,
 再生不良性貧血(aplasticanemia)24例(中等症14例,重症10例),特発性血小板減少性紫斑
 病(idiopathicthrombocytopenicpurpura:ITP)17例,骨髄異形成症候群の不応性貧血
 (myelodysplasticsyndrome-refractoryanemia:MDS-RA)12例から採取された骨髄血
 (bonemarrow:BM)を使用した。さらに,非造血器腫瘍患者の骨髄血14例を正常例として使
 用した。全ての検索は,材料を提供された患者からインフォームドコンセントを得た上で実施し
 た。さらに,本研究のプロトコールは東北大学医学部倫理委員会において承認された。
 2)臨床検体の骨髄血から単核細胞を採取後,MACSシステムにてCD34陽性細胞を選択的に
 分離し,残りの細胞はCD34陰性細胞として用いた。
 3)各試料からtotalRNAを抽出後,転写因子であるσ一別.2,オMLノおよびSC五各遺伝子の
 発現量を定量的RT-PCRにて測定した。
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 結果と考察
 最初に,定量的RT-PCRの測定系を確立し,この測定系がσオ7う4-2mRNA,刃吼ノmRNA
 およびSαmRNAの発現量の高感度かつ正確な定量法であることを確認した。また,MACS
 システムによるCD34陽性細胞の分離能を検討し,選択的に分離されたCD34陽性細胞の純度
 が95%以上と良好であることを示した。
 次に,臨床検体を用いて検討した。すなわち,再生不良性貧血例のCD34陽性細胞における
 Gオ四一2mRNA発現量は,対照疾患と比べて有意に低下しており(p〈0,01),その傾向は免疫
 細胞化学染色による細胞あたりのGATA-2蛋白の検出においても同様であった。さらに,コロ
 ニーアッセイとの比較により,造血幹細胞のコロニー数とσ〃捧2mRNA発現量との関連が示
 唆された。しかし,再生不良性貧血の重症度による比較では明らかな差異は認められなかった。
 ・一方,CD34陽性細胞における護〃L/mRNAおよび5αmRNAの発現量では他の疾患群との
 間に発現量の差異はなく,一一定の傾向は認められなかった。さらに,免疫抑制剤である
 cyclosporinAの投与によるσ河Z4-2mRNA発現量の変化は認められなかった。以上の結果か
 ら,再生不良性貧血において,造血幹細胞の転写因子の異常,すなわちσ河Z4-2mRNAの発現
 量の低下が造血幹細胞における成熟異常とその維持に関与することが推定された。
 今後の課題として,再生不良性貧血の造血幹細胞におけるGATA-2発現量の低下が外因的な
 免疫学的機序に依存しているか否かを確認するために,治療した症例におけるGオ四一2mRNA
 発現量のモニタリングや予後との関連性を検討することが必要であろう。
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 審査結果の要旨
 再生不良性貧血は骨髄の低形成を伴う造血能の低下と末梢血液における汎血球減少を主徴とす
 る疾患群である。本疾患は骨髄における多能性造血幹細胞の減少により生じるとされ,多くの例
 では,免疫学的機序による幹細胞への傷害がその原因であると考えられている。但し,この仮説
 の根拠は専ら,臨床的な免疫抑制剤の有効性に負うところが多く,再生不良性貧血の発症機序に
 ついて科学的な解明は未だ不十分と言える。本研究は,再生不良性貧血における造血幹細胞その
 ものに関する特性をより詳細に特徴づけることにより,再生不良性貧血の根本的な発症機序を明
 らかにしょうとする研究である。本申請者は,幹細胞レベルで機能する転写因子の発現異常によ
 り造血幹細胞の機能異常が,さらには再生不良性貧血の病態が形成されるという大胆な仮説の元
 に,再生不良性貧血の造血幹細胞の特性解明のためのアプローチとして,CD34陽性細胞におけ
 るこれらの転写因子(GATA-2,SCL,AML!)の発現レベルを定量的PCRおよび免疫染色法
 にて検討している。これまでに再生不良性貧血の造血幹細胞における特定の遣伝子の発現を定量
 的PCR法にて検討した研究はなく,本研究は方法論として独自性を有するのは勿論であるが,
 その対象遺伝子として造血幹細胞にて機能する転写因子に注目したその視点が極めて斬新といえ
 る。結果として再生不良性貧血症例のCD34陽性細胞においてGATA-2遺伝子の発現の有意な
 低下が認められた。この発現の低下は正常骨髄,特発性血小板減少性紫斑病,骨髄異形成症候群
 などの対照群では認められなかった。また再生不良性貧血のCD34陽性細胞におけるSCL,
 AML!遺伝子の発現レベルはこれら対照群と変わりなく,GATA-2遺伝子の発現低下は極めて
 特異的であった。CD34陽性細胞集団のpurity,heterogeneityなど検討すべき点は残るものの,
 造血幹細胞の発生,維持に必須である転写因子の特異的な発現異常を明らかにしたこの研究結果
 は,再生不良性貧血の発症機序を解明する上で極めて新しい知見である。今後,対象症例の蓄積
 だけでなく,同一症例における経過中,特に免疫抑制剤前後でのGATA-2遺伝子の発現の変化
 と臨床所見との相関,また再生不良性貧血症例におけるGATA-2遺伝子の多型の存在などを明
 らかにする必要はあるが,本研究の結果により,少なくともGATA-2遺伝子が再生不良性貧血
 治療における直接的な治療対象となり得る可能性が示唆された。特に免疫抑制剤が無効で,現時
 点で有効な治療法がない再生不良性貧血患者にとっては新たな治療法の確立は大きな福音であり,
 その糸口となり得る本研究は大変意義が深く,学位に十分値すると考えられる。
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